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食 肉にお いて、 その色調 は商品価値 を大 き く左右 す る要因 であ る。 食肉 の色調 は
主 と して筋肉 由来 の色素 タ ンパ ク質で あ る ミオ グロ ビ ンの含量 とその誘 導 体の存在
比 によ り決定 され る。一般 に、 ミオ グロ ビン含量 の多 い畜 肉程赤 色 が強 い。 また、
貯蔵 中にお け る色 調劣 化 は ミオグ ロビンの誘導体変 化 に起 因す る。通常 、新鮮 肉表
面 の色調 は鮮赤色 であ るが、 これ はオキ シ ミオ グロ ビンと呼 ばれ る ミオ グ ロ ビン誘
導 体 による もので ある。貯蔵 中 にオキ シ ミオグ ロ ビンの酸 化 によ り形成 され る褐 色
の メ トミオ グロ ビンが蓄積す ると食肉 の色 調 は劣化 す る。
単離 した ミオ グ ロビンは水溶 液中で速 やか に酸化 され、 メ トミオ グロ ビンとな る。
しか し、生体筋 肉で はメ トミオグ ロビンの蓄積 はほ とん どない とされ、 また、貯 蔵
中 の食 肉 にお いて もメ トミオ グ ロビンの形 成 は通常 、急速 で はな い。 これ は メ トミ
ォ グロ ピンの蓄積を抑制す る筋肉由来 の メ トミオ グ ロ ビン還 元酵素 系 の存在 によ る
もの と考 え られて お り、食 肉 において は色 調制御因子 と して大 きな役割 を もつ もの
と見 られ る。 しか しなが ら、 その メ トミオグ ロ ビン還元 の メカニ ズムの詳 細 は未だ
に明 らかに されて いない。
一方 、 ミオ グロ ビンと多 くの共通 した性 質 を もっヘ モ グロ ビンが存在 す る赤血球
には メ トヘ モ グ ロビン還元酵 素系が存在 し、NADH一 チ トク ロムゐ5還元酵 素系 と甑DPH
一フ ラビン還元酵素系 が メ トヘモ グロ ビン還 元 に関与 して い ることが 明 らか に され











モ グ ロ ビ ンの蓄 積 を抑 制 す る の に役 立 って い る。
筋 肉 に お いて も最 近 ・従 来 メ ト ミオ グ ロ ビン還 元 酵 素 と呼 ば れ て いた 酵 素 が 甑DH
一チ トク ロ ム6s還 元酵 素 に分 類 され る こ とが示 唆 され
、 メ トミオ グ ロ ビ ンの還 元 が
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赤血球の メ トヘモ グロ ビン還 元 と同様 な メカニズムによ り行わ れてい る可能 性が考
え られ る。 しか し、 この酵素 が赤血球 のチ トクロム65還 元酵 素 と同一 で あるか は、
なお不明であ る。 また、チ トク ロムゐ5還元酵 素が メ トミオ グ ロビンを還 元す る際 に
必要 であ るチ トク ロム島の存在 も筋肉 において は明確 ではな い。
本 研究 は、食肉 の色調 制御 因子 として重要 と見 られ るメ トミオ グロ ビン還 元酵素
系 につ いて基 礎的 な知見 を得 る ことを目的 と した。 この 目的のた め、まず食肉 と し
て重 要 な牛骨 格筋 を用 い、筋 肉 におけるNADH一 チ トクロムう5還元酵素 系 とNADPH一 フ
ラ ビン還 元酵 素系 の存在 を検 索 した。次 に、 これ らの系 にかかわ る諸物質 の定量法
を確立 し、筋 肉 におけ る分布 を明 らか に した。 さ らに、牛骨 格筋 を用 い る上 での問
題点 を解決す るために ラ ッ ト心筋利用 の有効 性 を検討 しく心 筋培養細胞 を用 い るこ
とによ り、 メ トミオ グロ ビン還元酵素系 に よるメ トミオ グロ ビン還元 の メカニ ズム
解 明を も試 みたg
第2章 牛 骨 格 筋 に お け る メ トミオ グ ロ ビ ン還 元 酵 素 系 成 分 の 検 索
第1:節 メ トミオグ ロビン遠元酵素 の単離 お よび甑DH一チ トク ロム琵 還元爵素
と しての同定
従 来 、 メ ト ミオ グ ロ ビン還 元 酵 素 と呼 ば れ て い た酵 素 を 牛 骨 格 筋 か ら単 離 し、 こ
れ を牛 赤 血 球 か ら得 たNAD臣 チ トク ロ ム65還 元 酵 素 と比 較 した。 そ の結 果 、両 者 は
多 くの性 質 が 一 致 し(Table1)、 免 疫 学 的 に も差 は見 られ な か った。 これ に よ り、


















第2節 膜結合性 メ トミオグ ロビン遠元酵 素(MDH一 チ トクロムゐ5還元酵素)の
存 在 およびその性質
これまで メ トミオ グロ ビン還 元酵素 は可溶性酵素 と して扱 われて きた。 しか し、
前 節で示 した様 に この酵素 の本 体 は甑DH一チ トクロム65還 元酵素 で あ り、NADH一 チ ト
クロム島還 元酵素 は肝臓 において膜 結合性 酵素 と して存在 し、赤血 球 にお いて も一
部赤血球膜 に結 合 した形で存在 す る。 この ことか ら、筋 肉 に おける膜 結 合性 メ トミ
ォグ ロ ピン還 元酵素(NADH一 チ トク ロムゐ5還元酵 素)の 存在 を検索 した。 そ の結 果、
この酵素が大部分膜結 合性酵素 として存在す ることが明 らか にされ た。 精 製 した
膜結合性酵素 は可溶牲 酵素 に比 べ、SDS
.PAGEで は わ ず か に分 子 量 の大 き い こ と
が 示 され(Figure2)、 さ ら にゲ ル濾過 に
よ る分 子量 推 定 結 果 か ら、 水 溶 液 中 で は
4量 体 と して 存 在 す る こ とが 示 唆 され た
(Tab1e2)。 ま た、 可溶 性 酵 素 は膜 結 合
性 酵 素 の分 解 に よ り貯 蔵 中 に増加 す る こ
とが 認 め られ た(Figure3)。 これ は単 離
した膜 結 合 性 酵素 に プ ロ テ ア ー ゼ を 作 用
させ た実 験 結 果(Figure4)か ら、筋 肉 中
の カ テブ シ ンD様 の酵 素 の 作 用 に よ る も




























































第3節 牛 骨格筋 におけるチ トクロム玩の検出
NADH一チ トクロム乃5還元酵素 がメ ト
ミオ グロ ビンを還元す る際 に必要であ
るチ.トクロムあ の存在 を明 らか にす る
ために電気 泳動 免疫 プ ロッテ ィング法
によ る検 出を実施 した。 その結 果、電
気泳動 の移動 度か ら、筋.肉には赤血球
に存在す る可溶性の もの とは異 な り、
肝臓 に存在す るもの と同様な膜結合性
のチ トクロム65の 存在 す るこ とが示 さ
れ た(Figure5)。 これによ り牛骨格筋
における酷DH一チ トク ロム65還 元酵素

















第4節 牛 骨 格 筋 に お け るNADPH一 フ ラ ビ ン遠 元 酵 素 の 存 在
本 節で は赤 血球 におL・て メ トヘモ グ ロ ピン還 元酵素 系 の第2の 系 と して存在す る
酷DPH一 フ ラ ビン還 元酵素 系が筋 肉にお いて も存 在す るかを検索 した。 牛骨格筋 か ら
この 酵 素 の精 製 を試 み た と こ ろ 、 牛 赤
血 球 か ら得 たNAD戸H一 フ ラ ビ ン還 元 酵
素 と性 質 に差 の 見 られ な い 酵 素 が 存 在
す る こ とが 見 い だ さ れ た(Figure6)。
しか し、筋 肉 中 に お い て 、 こ の酵 素 は
何 らか の物 質 に よ り活 性 が 阻 害 され て
い る と見 られ ▽ 実 際 の メ ト ミオ グ ロ ビ
ン還 元 へ の関 与 は小 さ い と考 え られ た 。
こ の結 果 か ら、 これ ま で 報 告 され て き











元酵 素 は本酵素 であ る もの と推 定 されll。瀦i鵠 濃1豊1♂U言:塩誕 誰認 。舞ill謡 鵬 臨
NADPH一 だ1avinごedu⊂ ヒase..
た 。
第3章 牛 骨 格 筋 に お け る メ トミオ グ ロ ビ ン 遠 元 酵 素 系 成 分 の 分 布
第1節.メ トミオグ ロビン』還 元酵素系醸分 のEuSAに よる定量
本 論 文 で扱 ったNADH一 チ トク ロム65還 元 酵 素 、 チ トク ロ ム あ お よ び κADPH一フ ラ ビ
ン還 元酵 素 の 筋 肉 に お け る分 布 量 は 明 らか に され て お らず 、 筋 肉 試 料 に実 施 可能 な
定 量 深 も見 当 た らな い。 そ こで本 節 で は高 感 度 な 免 疫 定 量 法 で あ るELISAに よ る定
量 を試 み た。 テ(ウ結 果 ・NADH一 テ トク ロ ムゐ5還元 酵 素 お よ び チ トク ロム ゐ5.は強 固 に
膜 に結合 した状態 で存在す るためくELISAに 利用で きる界面活性剤 によ って は抽出
が困難 であ り、本法 では実施で きなか った。一方 、NADPHウ ラビン還元酵素 は可溶









とが で きた(Table3)。 その 結 果 、
量 的 に も本 酵 素 が メ トミオ グ ロ ビ
ン還 元 に関 与 して い る可 能 性 は小
さ い もの と見 られ た。
第2節MADH一 チ トク ロムゐ5遠元 酵 素 お よび チ トク ロム乃5の電 気 泳 動 免疫 プ ロ ッ
テ ィン グ法 に よ る定量
前 節 に お い て 定 量 で き な か っ た2物 質 を 電 気 泳 動 免 疫 プ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 定
量 す る こ と に 成 功 し た(Table4)。 ヘ ム タ ン パ ク 質 当 た り の 両 者 の 存 在 量 は 赤 血 球 に
比 べ 、 筋 肉 に お い て はT。bl。4C。 。t。。ts◎fNADH .C箕 。。h。Q。eb、R。d。ctase。nd
100倍 以 上 で あ り 、 メcyし 。ch「omeb・inB。vineskeleヒa1暦uscle
ト ミオ グ ロ ビ ン還 元 に
際 して、 猷DH一 チ トク
ロム 洗還 元 酵 素 系 が 充









第4章 ラ ッ ト心 筋 を用 い た メ トミオ グ ロ ビ ン還 元 酵 素 系 の 解 析
第1節 ラ ッ ト心筋 におけるNADH一チ トク ロムゐ5還元 酵素 およびチ トク ロムゐ5
切 存在
本研究で は これまで牛骨格筋 査実験 材料 と して用 いた・ しか し・牛骨格筋 は食 肉
と して極 めて重要 であ るが、実験 実施 に際 して様 々な制約 も与えて いる。例 えば、
常 時新鮮材 料 を入手す る ことは困難 であ る し、生体 の筋 肉 にお けるメ トミォ グロ ビ
ン還 元酵素系 の メカニ ズムの解析 に も不適 当であ る。 そ こでこれ らの問題点 を解決
す るため に、実験動物 と して入手 が容易 である ラ ッ トを用 いるこ とを検討 した。 ま
た、細胞 培養 によ り、生体内 にお けるメカニ ズムの解 析が期待で きる点 か ら心筋 を
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用 いた。 そ の 結 果 、 まず
本 節 に お いて ラ ッ ト心 筋 に
は牛骨 格筋 と同 様 なMDH一
チ トク ロ ム ゐ5還 元 酵 素 系
















ラ ッ ト心 筋 単 離 細 胞 培 養 系 を用 い た メ トミオ グ ロ ビン還 元 酵 素 系 の解 折
本 節 に お いて ラ ッ ト心 筋 か ら得 た 単 離 細 胞 を 用 い て 、生 細 胞 内 に お け る ミオ グ ロ
ビンの酸 化 還 元 変 化 が 容 易 に観 察 で き る こ とが 分 か った(Figure7)。 ま た 、 この 系
に よ る阻 害 剤 を 用 い た 実 験 結 果 か ら、 解 糖 系 の メ ト ミオ グ ロ ビン還 元 酵 素 系 へ の関
与 が 示 唆 され た(Figure8)。 この解 糖 系 の関 与 はNADH一 チ トク ロム ゐ,還元 酵 素 系 に
お いて利 用 され るNADHの 供給 源 と して の もの と推 定 さ れ た 。
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acidcycle.
第5章 総 括
本 研 究 で は食 肉 の 色 調 制御 因 子 と して筋 肉 由 来 の メ トミオ グ ロ ビ ン還 元 酵 素 系 に
関 して基 礎 的 知 見 を得 た 。
本 研 究 の結 果 か ら、 筋 肉 に お いて も赤 血 球 の メ トヘ モ グ ロ ビン還 元 酵素 系 と同 様
に2っ の 系 、 即 ち 、NADH一 チ トク ロム 乃5還元 酵 素 系 とNADPH一 フ ラ ビン還 元 酵 素 系 の 存
在 す る こ とが初 めて 示 され た。 こ の うちNADH一 チ トク ロ ムあ還 元 酵 素 系 の メ ト ミオ











ク ロム65還 元酵素系 は赤 血球 とは異 な り膜器官 に結 合 した状態 で存 在す る ことが明
らか に されたが、 これ は ミオグ ロビンが膜 器官 に対 して親 和性を もつ こ とか らメ ト
ミオグ ロ ビン還 元 に有利 であ ると考え られ た。 また、本研 究で はメ トミオ グロ ビン
還 元酵素系 に関与す る諸物質 の定 量法を確 立 し、 これ らの物 質の筋 肉 にわける分布
を明 らか に した。 さらに、 ラ ッ ト心 筋を用 い る系 によ るメ トミオグロ ビン還元酵素
系解 析 の糸 口を示 した。
これ らの知見 は今後、 さらに詳細 な食肉 の色調現象 の解 明 に役立 っ もの と考 え ら
れ る。 また、食肉 の色調 制御 問題 を解決す る際 に、食 肉の貯 蔵方法 の開発や家畜 の
飼養 条件 の検討 あ るいは育種時 の考慮を通 して有効 に利用 され ることが期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨
食肉の商品価値に大きく影響するその色調は,筋 肉に含まれるミオグロビンの含量 とその誘導





まず,著 者は牛骨格筋からメ トミオグロビン還元酵素と称 されていた酵素を単離 し,そ の分子
量,等 電点,至 適pH,1(駕 値を牛赤血球のNADH一 チ トクロムb5還元酵素と比較 して,こ れらの
酵素的性質が一致 し,か つ免疫学的にも差異のない ことから,メ トミオグロビン還元酵素 は
NADH一 チ トクロムb5還元酵素であることを明らかに した。そ して本酵素の大部分は膜結合性で
あり,メ トミオグロビン還元酵素は可溶性酵素であるとす る従来の見解を否定 した。 また,
NADPH一 フラビソ還元酵素の筋肉中での存在も証明したが,NADH一 チ トクロムb5還 元酵素系
ほど強 くメトミオグロビン還元に関与 しないことを示唆した。
ついで,メ トミオグロビン還元酵素系に関与する成分のELISAに よる高感度免疫定量法を確
立 して,NADPH一 フラビン還元酵素の牛骨格筋における分布を決定 し,電 気泳動免疫ブ ロッ
ティング法によって,同 筋肉中にNADH一 チ トクロムb5還元酵素の充分量存在することを見出し
た。
以上の成果は食肉生産ならびに食肉貯蔵技術の発達に大 きく寄与するばか りでな く,学 問的に
も多 くの新知見に富み,関 係領域の科学の進歩に貢献するところが大である。よって審査員一同
は本研究に対 し,農 学博士の学位を授与するに値するものと認定 した。
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